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イ ン タ ー フ ェ ロ ソ シ ス テ ム に よ る発癌抑制機構の 検討
金沢大学医学部泌尿器科学講座 (主任代理 : 大川光央助教授)
長 谷 川 徹
各種 ヒ ト 癌培養細胸阻 臨床腎細胞癌お よ び 胃癌組織 に おけ るイ ン タ ー フ ェ ロ ン (interfer o n,I F N) 遺伝子 の 欠失 の 有無
を調べ , 癌抑制遺伝子 と して の 意義に つ い て 検討 した . さ らに ヒ ト 癌培養細胞株 に おけ る イ ン タ ー フ ェ ロ ソ の 転写 調節因子
(interfer o n regulatoryfactor,I R F) とイ ン タ ー フ ェ ロ ン に 対 する特異的受容体(interfer o n r e c eptor,I F R)の m R N Aレ ベ ル で
の 発現を解析 し, IF Nに 関わ る発癌抑制鶴橋 に つ い て 検討 した . ヒ ト 癌培養細胞30軋 臨床腎細胞癌組織6 3例(63検体)お よび
胃癌阻織26例(26検体)に 対 して , IF N-α2,IF N-β お よ び IF Nで の 各遺伝子に 特異的な プ ラ イ マ ー を 用い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反
応を行 っ た ■ 胃癌細胞株 K A T OⅢ と N K P Sの 2株を 除くす べ て の 細胞株お よ び 臨床癌組織 に お い て , 各IF N遺伝子が検出
され た ･ K A T O Ⅲと N K P S におい て ほ , I F N一α2 お よ び IF N-β 遺伝子の 増幅 D N A断片が認め られ ず , そ れ ら遺伝子の 完全
欠失が 示 酸 された ･ さ らに , K A T O Ⅲと N K P Sを含む11株の ヒ ト癌培養細胸 に おけ る2種類の IR F, すな わ ち IF N転写活
性化因子 IR F-1 お よ び転写抑制因子 IR F-2 の m R N Aの 発現を , 逆転写反応-ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖 反応法 に よ り解析 した .
m R N Aの 発現の 程度は個 々 の 細胞株に よ り異な っ て い た が , 11株 中4株に お い て I R F-1 の 遺伝子発現 が認め られ な か っ た .
方 . IR F-2遺伝子 はす べ て の 株 に お い て 発現が 認め られ た . I R F-1 を 発現 して い な か っ た N P C- TY 861 お よび SQ-K, 低 レ ベ
ル の 発現が 認め られ た H T-1 080 お よび高 レ ベ ル の 発現が 認め られ た T 24に つ い て , I F Nに よ る I RF-1 の 遺伝子誘導 を調 べ
た ･ そ の 結果 , IF N-α2a,IF N-T の 単独 , ま た は IF N-α2a と IF N-T の 併用 処理 に よ り , IR F-1 の 発現誘導が認め られ る細胞株
と認め られ な い 細胞株 とが あ っ た . 前者 に お い て は , IF Rの m R N Aの 発現が 認め られ た の に 加 え , 3-(4,5-ジメ チ ル チ ア ゾ ー
ルー 2-イ ル)-2,5- ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3-(4,5-dim ethylthiaz ol-2-yl)-2.5-diphe myltetr az oliu m br o mide, M T T) 比
色法 に よ る試験管内感受性試験を行 っ た結果 , IF Nに 対 して 感受性 を示 した , 一 方 , 後者 ほ IF R が全く発現 し て お らず ,
IF Nに 対 して も低感受性 を示 した ･ 以上 の 結 果よ り ,IF Nに よ る癌細胞 の 増殖抑制 に ほ I R F-1 の 発現誘導が重要であり , そ の
前段階と して , IF N と IF R との 結合, お よ びそ れ に 続く シ グナ ル 伝達機構 が関与 して い る と考え られ た .
Key w o rds interfe ron , interfe ro n r egulatory facto r, interfe r on re ceptor, tu mOr Sup pr e S SOr
gen e
イ ン タ ー フ ェ ロ ソ (interfero n,I F N) 遺伝子 は , 癌抑制遺伝子
と して種 々 の 細胞の 癌化に 関与 して い る可能性 が示 唆 され て い
る1). すなわ ち , IF Nの 持 つ 細胞増殖抑制活性や 免疫機構 の 賦
清作用2)が 発癌抑制傲構に 関与する と考え られ て い る . 脳腫 瘍,
急性 リ ン パ 性 白 血 病 や 肺癌 の 制限酵素切断遺伝 子多塑性
(r e striction fr agm entle ngth polym orphis m, R F L P) 分析3 ト 5)で
ほ , IF N- α お よ び IF N-βの 遺伝子群が存在する第 9染色体蔑腕
の 染色体欠失が報告 され て い る . 一 方 , IF N遺伝子の 発現誘導
に ほ , イ ン タ ー フ ェ ロ ン 転写 調節国子(interfero n regulatory
facto r,I R F) が深く関与 して い る6). 今 日 ま で に , 2種類 の IR F
(IR F-1,IR F-2)が 同定 され て お り , 最近 , IR F-1 が痛抑制遺伝子
と して機能 して い る事を 示 す報告もみ られ るT). また , IF N が
細胞増殖抑制活性や免疫調節作用など の 生理 活性 を発揮す るた
め に は t IF Nと 細 胞表 面 に 存 在す る 受容 体 (interfer o n
r e c eptor,IF R)と の 結合 が必要 であ り8) ,IF R がIF Nの 発癌抑制
機構に 関与す る可能性が示唆され る .
本研究 で ほ , IF Nに よ る 発癌抑制機構 を明 らか に す る た め
に , ヒ ト癌樹立 培養細胞株 , 臨床的に 得 られ た 腎細胞癌 およ び
胃癌観織 に おけ る , IF N遺伝子の 欠失 の 有無を調 べ , 痛抑制遺
伝子 と し て の 意 義 に つ い て 検 討 し た . ま た , IR ト1, IR ト2,
IF Rの mR NA レ ベ ル で の 遺伝 子発現 を解析す る とと もに , 各
種癌細胞株 の 外因性IFN に 対す る試験管内 仲 川 壷旬 感受性を
調べ , イ ン タ ー フ ェ ロ ン シ ス テ ム に お ける発癌抑制機構 に つ い
て 検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ . 腫瘍細胞 と培養
IF N遺伝子 お よ びI F N関連遺伝子の 発現を解析する ため に ,
30種の ヒ ト癌細胞珠を実験 に 用 い た . そ の 内訳ほ 】 胃癌 お よび
骨肉腫各 7株 , 肺癌 5株 , 腎細胞癌 4株 , 頭 頭部癌3株 , 膀胱
癌 2株 , 大腸癌 お よ び線維肉腰各 1株であ っ た . 腎細胞癌 4株
(A C H N, K U-2, N R C-1 2, O U R-10) は 住友製薬(株) 研究所(大
平成5年12月17日受付 , 平成6年1月31 日受理
A b bre viatio n s ‥d N T P･ de o xynucle oside tripho sphate; IF N, interferon ; IF R, interfero n r e c eptor; IR,
inhibition ratio; IR F, interfero n regulatory fa ctor; M TT, 3-(4,5-dim ethylthiazoト2-yl)-2,5-diphe nyltetraz oliu m
bromi de; O D54 0･-Optic allde nsity at 540n m; P C R, pOlym er ase chain re actio n; R F L P, r e Striction fragm e nt
length polym orphis m; R T-P CR, reVerS etra n SCriptas e- pOlym er ase chain r ea ctio n
イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ る 発癌抑制機構
阪) よ り , 肺癌 5株 (P C-6, P C-8, PC-9･ P C
-1 3･ QG-56)は 国立
九州が ん セ ン タ p 麻 生 博史博 士 , 胃 癌 2扶 (N A K AJI M A･
s TK M)お よび頭頚部癌 2株(N P C-T Y 861, SQ- K) ほ神奈川県
がん セ ン タ
ー 矢野間俊介博士 , 胃癌 2株(K K L S, N K P S) は 金
沢大学 がん 研究所外科部磨伊正義教軌 胃癌 1株(MKN-28)ほ
福島医科大学鈴木利光博二L 胃痛1株(NUG C-4)は JC R B細胞
バ ン ク (東京)よ り供与 された . 膀 胱癌 1株(K K-47)は 当教室に
て 樹立 され た も の で , こ の 他 , 膀 胱癌 1 株(T 24), 胃癌 1 株
(K AT O Ⅲ), 大腸癌 1株(C O L O 320), 頭頭部癌 1株(H Ep-2),
骨肉腫 7株(H O S, K H O S-312 H, M G-63, M N N G/H O S, Sa os,2,
S K-E S,1, U-2 0 S)お よ び線維肉腫 1株(H T-1080)は , ア メ リ カ
ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン (A m eric a nType Cultur e
C｡11e ctio n, Rockville, U S A) よ り入 手 した , 細胞 は 10 %(Ⅴ/v)
非働化 ウ シ 胎児血清(GIBC O, Gr a nd Isla nd, U S A) と 0･3mg/
mlの グル タ ミ ソ (日水製薬, 東京) を含む R P M I-1640培地(ニ
プ ロ , 大阪) 中で , C O2 濃度 5% , 37 ℃の 条件下で培養 した .
Ⅰ . D N A, R N A の抽出
1 90年12月 か ら1992年12月 まで に 金沢大学医学部付属病院泌
尿器科 お よび 関連病院泌尿器科 に て , 63症例よ り手術 に て 得 ら
れ た 臨床腎細胞癌阻織63検体 を , 摘 出直後 - 8 0 ℃以下 に 保存
し, 以下 の実験 に 用い た . 26症例 の 臨床胃癌組織26検体の ゲ ノ




個) お よ び 臨床癌組織 (約0･5g) か
ら , フ ェ ノ
ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 法9) に よ りゲ ノ ム D N A を抽出
し, 1 0恥 g/ml に 調整 し, - 80 ℃で 保存 した .
R N A ほC ho m c zyn skiら
10)の 方 法に 基づ い て 開発 さ れ た ,
IS OGE N(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 東京) を用 い て 抽出 , 精製 した . す
なわ ち , ヒ ト培養癌細胞 10
6
個 , ある い は臨床組織的 0.1g 当た
り 1mlの IS O G E N を加 え攫拝 し , 室温 で 5分間放置後 , ク ロ
ロ ホ ル ム を 0,2ml 加え激 しく振返 さ せ た . 室温 で 3 分間放置
後1 4 ℃, 1 2,000rpm に お い て 川 分間遠心 し, 上 清 を 回収 しイ
ソ プ ロ パ ノ ー ル を 0.5ml加 え , 室 温 で 5 分 間放置 した . さ ら
に , 4 ℃, 12,000rpm に お い て10分間遠心 し , R N A を沈殿と し
て 得 た . 沈 殿は7 5% エ タ ノ ー ル で 洗 い , 減 圧 乾燥 し た 後 に
200J唱/m トに 調整 し, -80 ℃で保存 した .
Ⅲ . プライ マ ー の 作製
ポリ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(polym er a se chain r e a ctio n, P C R)法
およ び 逆転写反応 - ポ リ メ ラ ー ゼ連 鎖反応(r e v er s etra n s crip-
ta se-P C R, R T ゼ C R) 法に 用 い る プ ラ イ マ ー と し て , IF N-α2,
IF N-β, IF Nl , ヒ ト β-グ ロ ビ ン (hu m a nβTglobin), I R ト1,
I RF-2,IF R およ びヒ トβ-ア ク チ ン (hum a nβ- a Ctin)の 遺伝子配
列11卜 珊 よ り , 表 1 に 示 す塩基配列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを ,
D N A合成装置 P C Rメ イ ト (Applied Bio syste m s, C A, U S A)
に よ り合成 した . こ れ ら に よ り特異的に 増幅され る D N A断片
の 長 さは そ れ ぞれ ,IF N- α2 が404塩基対(bas epair, bp)(プ ラ イ
マ ー 1-2), 707bp (プ ラ イ マ ー 3-4), IF N-β が 1 70bp, IF N-T が
84bp, ヒ ト β一 グ ロ ビ ン が 576bp, IR F-1 が278bp, IR F-2 が
278bp, ヒ トβ- ア ク チ ン が 592bp で あ っ た .
Ⅳ . P C R法
P C R は, 調整 した ゲ ノ ム D N A O.5FLg, P C R反 応緩衝液
【10m M Tris-H Cl(pH 8.3),50m M 塩化 カ リ ウ ム , 1.5mM 塩化 マ
グネ シ ウ ム】, デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三 燐酸(de o xyn u cle otide
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(Perkin-Elm e rCetu s, Nor w alk. U S A)2.5単 位 , I F N-β で ほ
0.2む M` , そ の 他は 0.5/JM の 5
'
側お よ び 3
'
側の 各 プ ラ イ マ ー を
含む 反応液(全量10恥1)中 で 行 っ た . 加熱に よ る反応液 の 蒸散
を 防 ぐた め , 100pl の ミ ネ ラ ル オ イ ル (Sigm a, St. Lo uis,
U S A) を 重層 した . 反応 に は D N A T herm al Cycler(Perkin-
Elm erCetu s)を 使用 し, 熱変性94 ℃, 1 分間, ア ニ ー リ ン グ55
℃ , 2分間 , D N Aの 伸長を72 ℃, 1 分間と し , こ れ を 1 サ イ ク
ル と して , 25サ イ ク ル 繰 り返 した
19)
.
Ⅴ . P CR 産物の 検出
P C Rに よ り増幅 され た D N A断片(P C R産物) ほ , 0.5p g/
ml ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを 含む 泳動緩衝液 (40m M Tris- H Cl,
20m M 酢酸 ナ ト リ ウ ム , lm M エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸 ニ ナ ト
リ ウ ム , pH 7.2) 中, 定電圧 100 Vに お い て 1 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル
(宝酒造, 京 都) で 電気泳動 を行 っ た . 泳動後 , 紫外 線照射器
(U V ト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー )(フ ナ コ シ , 東京)上 で ゲ ル を ポ
ラ ロ イ ドカ メ ラ を 用 い て撮影 した .
Ⅵ . R T- P C R法
試料全 R N A IFLl に , 50pm ol の 3
'
側プ ラ イ マ ー を 加 え , 68
℃ , 15分間 の 加熱処理後 , 水冷 した . 逆転写反応 は , 逆 転写反
応緩衝液 [50m M Tris-H Cl(pH 8.3), 40m M 塩 化 カ リ ウ ム ,
8m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム】, d N T P各 500FLM .5m M ジチ オ ト レ イ
ト ー ル (ナ カ ラ イ テ ス ク 1 京 都), リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害剤
(Pr o m ega, Madiso n, U S A) 20単位 , 225pl/ml牛血 清ア ル ブ ミ ン
(フ ナ コ シ), お よ び 逆転写酵素(A M V-re VerS etr a n S Cripta s e)
(Life Scie n c e, St. Pe rc e rsbu rg, U S A) 2単位を含む反応液(全
量 2恥1)を , 42 ℃で60分間加温 して 行 っ た2Q). 反応終了 後 , 95 ℃
で 5分間加熱 して逆転写酵素を失宿 させ た .
逆転写反応後 の P C R は, 以上 の ごと く合成 した cD N A溶
液 , P C R反応緩衝液【8m M Tris-H Cl(pH 8.3), 40m M 塩 化カ リ
ウ ム , 1･2m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム】, dN TP 各 200pM , TaqD N A
ポ リ メ ラ ー ゼ 2 , 5単位 , 0.5/上M の 5
'
側 プ ラ イ マ ー お よ び
0.25〟M の 3㌧測プ ラ イ マ ー を 含む反応液(全量10伸l) 中で 行 っ
M 1 2 3 -1 5 6 丁 8 9 10 11 12 M
一 ト 70 7 bp
←
5 7 6 bp
･ ト 1 7 0 bp
･ - 8 4 bp
Fig.l. Dete ctio n of interfero n(IF N)- α2, IF N-β, I F N-T a nd
hu m an β-globin ge n e a mplific atio n by polym er a se chain
r e a cito n(P C R). Tw e nty-fiv e cycles of P C Rw er eperfo r m-
ed o n O.5 FLg aliqu ots of ge n ornic D N Aisolated fr o m
n or m al kidn ey (1a n esl, 4, 7 a nd lO), fr o m r en al c ell
C ar Cin o m a(la n e s2, 5, 8 a nd ll) a nd fr o m r en al c ell
C ar Cin o m a c el= irleO U RTlO(la n es3, 6, 9 a nd 1 2). Am pli-
m ers w er epr o vided forP C R-a rnPlific atio n of I F N-α2(1a n e s
l to 3), IFN-β(1a n es4 to 6), IF Nl (lan e s7 to 9) a nd
hu m a nβ瑠lobin ge n efr agm e nts (la n e sl Oto 1 2). For
IF N-α2, the prim ers3 a nd 4w ere u s ed. T he siz e s ofthe
P C Ra mplified fr agm e nts areindicated o nthe right. T he
produ cts obtain ed u sing IF N-α2,I F N-β, IF Nl a nd hu m a
βTglobin prim er s_W ere Stain ed a sthe 707, 17Q, 84a nd 576
bpfr agm e nts, r e SPe Ctiv ely. M , Hin c ユ dige st of ◎X 1 74
D N A(m ole c ular m as s rn a rker).
た ･ 以下 , P C Rの 反応条件 と増幅 され た D N A断片の 検出ほ ,
前述の P C R法と 同様に 行 っ た .
Ⅶ . 培養細胞 に対する外因性 IF N処理
遺伝子組 み換 え型イ ン タ ー フ ェ ロ ン αー2a (IF N-α2a)(日 本 ロ
シ ュ , 東京) お よ び IF N-r(塩野義 , 大阪) を , 培 養液 中に
1×1 0
3
単位/ml とな るよ うに 溶解 した . こ の IF N を含む培養液
中 , C O2 濃度 5% , 37 ℃の 条件下で ヒ ト癌細胞株 の 2時間培養
した . 培養後前述 の 方法 で全 R N Aを 抽出 し , I R F-1 の 発現を
R T.P C R法 に よ り検出 した .
Ⅷ ･ 外因性 I F Nの ヒ ト癌培養細胞に対す る試験管内感受性
試験
試験管内に お ける IF Nの 感受性試験ほ , Carmiche al ら21}の
方法に 準 じ, 生細胞 の 脱水索酵素 の 還 元 能 を 指標 とす る 3-(4,
5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル 2ーェイ ル)-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム
ブ ロ マ イ ド(3r(4,5-dim ethylthiaz oト2-yl)-2,5-diphe nylter a z olium
br o mide. M T T)法を用 い て行 っ た . ヒ ト癌培養細胞を 1× 10個
/mlに 調整 し, 試験管内に こ の 細胞懸濁液 を 0.9ml分注 し , 同
時に IF N希釈液を 0.1ml加え , 37 ℃恒温水槽に お い て 5分間振
逸 した . そ の 後96穴培養 プ レ ー ト (Nu n c,Illin os, US A) に 1穴
当た り 20恥1 ず つ 分 注 し , C O2 濃度 5%, 37 ℃の 条件下で72時
間培養 した . IF N はt 最終濃度 が lxl O2,1×1 03, lxlO4 お よび
1×1 05単位/ml に な る よ うに 調整 した . リ ン 酸緩衝液(和光, 大
阪) に て 5m g/mlに 調整 した M T T試薬(Sigm a)を 1 穴当た り
25/上l 加 え , さ らに 4 時間培養 した . 上 清を 吸 引除去 し, ジ メ チ
ル ス ル ホ キ シ ド( 和光)を 2 0恥l 加え , 生成 した M T Tフ ォ ル
マ ザ ン を 溶解 した . 各試 料は Im m u n or e ad rNJ-2000(日本イ ン
タ ー メ ッ ド , 東 京) を 用 い て , .波 長 540n m に お け る 吸 光度
(optic al de n sity at 540n m, O D5 朋) を 測 定 し た . 増 殖抑制率
(inhibitio n r atio , IR) に 基づ く効果判定 は ▲ 対 照群 の 吸 光度 を
100%と した 場合の IF N処理 群 の 吸 光度を対照群と比較す る こ
と に よ り行 っ た . 増 殖抑制率 の 算出方法を次式に 示 す .
IR(%)=(1 - T/C)×100
T : 薬剤投与群の 平均 O D5 4｡値
C : 対照 群の 平均 O D54｡値
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9†0
← 1 7 0 bp
- 8 4 bp
Fig. 2. P C Rof s eria11y diluted D N As a mple s. Solutio n of
ge n o mic D N A(50pg/ml)isolated fr o m r e n al c ellc ar cin9-
m a c ell lin e O U R-10w asdiluted with s olutio n of ge n o m lC
D N A(50/上l/ml)fr o m chick liv er(la n e sl, 2, 3, 4 a nd 5)or
ga stric c a n c er c ell lin eN K P S(la n e s6, 7, 8, 9 a nd lO) a nd
a mplified by P C R. T he produ cts obtain ed u sing IF N一β
a nd IF N-T Prl m erS W er e Stain ed a sthe 1 70a nd 84 bp
fr agm e nts r e spe ctiv ely. Dilutio n of ge n o mic D N A fr o m
O U R-1 0c ells :1a n es2 a nd 7, 2▼3;1a n e s3 a nd 8, 2.2;la n e s
4 a nd 9,･2Al ; la n e s5 a nd l O, 2~0; la n e sl a nd 6, n O
ge n o mic D N A fr o m O U R-10c e11s. M , Hin c Ⅱ dige st of
◎Ⅹ 174 D N A(m ole c ular m as s m arker).
イ ン タ ー フ ェ.ロ ン に よ る発癌抑制磯構
得 られ た 結果ほ Stude nt の t検定 に よ り 統計学的処 理 を 行
い , 危険率が 5% 以下である場合を有意差あり と した ･
成 績
Ⅰ . P C R法に よ る各種 ヒ ト癌細胞株 に お け るIFN 遺伝子異
常の解析
正常腎組織 , 臨床腎細胞癌艇織 , 腎 細胞癌細胞株 (O U R-1 0)
の D N A O.5p g を 鋳型 と し て , IF N-α2, IF N→β, IF N-r お よ び
D N A増幅反応の 対照 と して用 い た ヒ ト β一グ ロ ビ ン の 各遺伝子
に 特異的な プ ラ イ マ ー (IF N一α2 の 場合 に ほ プ ライ マ ー 3-4)を 用
い て P C R を行 っ た . そ の 結果 , 目的鎖長の DN A断片が , い
ずれ も明 瞭 な 単 - の バ ン ド (IF N-α2, 707 bp;IF N-β, 170bp ;
IF Nl, 84bp; ヒ トβ一 グ ロ ビ ン , 576bp) と して 検出 さ れ た ( 図
1). ま た , 反応 液中に IF N-α2 とヒ ト β-グ ロ ビ ン , ま た は
IF N-β とIF N-T に 対する プ ラ イ マ ー を混合 して 加え 同時に 増幅
して も , 互 い に 影響なく 目 的の D N A断片 が得 られ た . さ ら
に , 段階希釈 した 鋳型 D N Aに 対 して P C Rを行 い ▲ 対立 遺伝
子の 欠失に 対する検出感度 を検討 し た . 鋳 型 D N Aの 調製 に
は , O U R-10, 受 精 鶏卵 の 胚 の 肝 お よ び 後 に 述 べ る 如 く
IF N-a2 と IF N-β の 両 遺伝 子 が 完全欠失 して い た N K P Sの
D N A溶液を用 い た . O U R-10の D N A溶液(50FLg/ml) を, 鶏
卵肝 の D N A溶液 (50p g/ml) ま た は N KP S の D N A溶液
(50pg/ml) で 2倍ず つ 段 階希釈 し て 調製 した D N A溶液 (全
D N A量 0.5fLg) を用い て P C Rに よ る増幅 を施行 した . そ の 結
Fig. 3. Dete ctio n of IF N-α2, IF N一β, IF N-γ a nd hu m a n
β-globin ge n e amplific atio n by P C R. Tw e nty-fiv e cycle s
of P C Rw er epe rfor m ed o nO.5FLl aliquots of ge n o mic D N A
is olated fr o m7 ga stric c anc er c e11 1in e s. Am plim ers w er e
pr ovided for P C R-a mPlific atio n of IF N-α2 a nd hu m a n
β-globin in the left halfof the pa n el, a ndIF N-β a nd IF NT
in the righthalfof the pa n el. ForIF N-α2, the prim ersl
and 2 w er e u s ed. T he size s of the P C Ram plified
fragm e nt s ar eindic ated o n the right. La n es l a nd 8,
K K L S;1anes 2 a nd 9 K A T O Ⅲ;1a n e s3 a nd lO, N U G C-
4;la n e s4 a nd ll, S T-K M;1a n es5 a nd 1 2, N K P S;1a n e s6
a nd 1 3, N A K AJI M A; la n e s7 a nd 14, M K N-28c ell lin e.
M
,
Hin c n dige st of ◎X 1 74 D N A(m ole c ular m as s
m arker).
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果, 2倍の 鋳型 D N A量の 差が , バ ン ド強度 の 差 と して 検出 さ
れ , P C R法に よ り対立 遺伝子 の 失欠が検出可能 で あ る こ と が
示 さ れた ( 図2).
図3 に は , ヒ ト胃癌細胞株 7種 に つ い て , P C Rに よ り特異的
遺伝子配列の 増幅 を行 っ た 結果を示 す . ヒ トβ-グ ロ ビ ン 遺 伝子
の 増幅 D N A断片 は 上 す べ て の 細胞株に お い て 検出され た が ,
K A T O Ⅲ お よ び N K P Sの 2株 に お い て は , IF N-a2 お よ び
IF N-β遺伝子 の 増幅 D N A断片 (IF N-a2 の 場合に は プ ラ イ マ ー
l-2,404bp)が認め られ ず , それ ら遺伝 子 の 完全欠失 が示 唆さ れ
た . IF N-r 遺伝子 の 増幅 D N A断片ほ , い ずれ の 細胞株に も検
出され た . こ れ ら胃痛細胞株 の 他 , 腎細胞癌 4株 , 膀胱癌 2
株, 肺癌 5株 , 大腸癌1株 , 頭頚部癌1株 , 骨肉腫 7株お よ び
練維肉腫 1株に つ い て , 同様に P C Rに よ り遺伝子欠失を調 べ
た が , い ずれ の IF N遺伝子も欠失 して い な か っ た . さ ら に , 臨
床腎細胞癌覿織6 3例, 臨床胃癌組織26例に つ い ても解析 した .
た だ し, 臨床胃癌組織 の D N A は, 大部分が ホ ル マ リ ン 固定標
本か ら抽出 した た め , D N Aの 断片化を来 して い た . し た が っ
て , 404 ま た は707bp と比較的大きな領域を増幅する IF N一 α2
遺伝子 の P C Rに よ る解析ほ行え なか っ た . 臨床腎細胞癌組織
で は , IF N- α2,IF N-β およ び IF Nl 遺伝子 の 増幅 D N A断片 が
い ずれ も検出され た が , 臨床胃癌組織26例中 3例(1l.6 %)に お
1 2 M 3 4 5 M 6 丁 8 M 9 18 11 12
ー 2 78 bp
← 27 8 bp
Fig.4. Dete ction of interfer o n regulatoryfactor (IRFト1(A),
IR F-2(B), interfero n r ec eptor(C)and hu m an β-a Ctin (D)
m D N A by re vers etr a n sciptas e-POlym er a se chain r e action
(R T-P C R). Ele v e n c elllin es(1a n esl to ‖) and pla c e nta
(lan e12) RN Aw er ere v ers etr a ns cribed a nd a mplified (25
cycles) usingIR FTl,IR F-2,I R Fr ec eptor a nd hu m a nβ-a Ctin
prim er s. T he size s of the R T-P C Ra mplified fragm e nts
ar eindic ated o nthe right. La n el, M N N G/HO S; la n e2,
H T-1080;1a n e3, O U R-1 0;la n e4, NPC-12;1a n e5, T24;
la ne6, SQ-K;1a n e7, N P CA
'
r Y 861;la n e8 H Ep-2;la n e9.
K A T O IⅢ;la n elO, K KL S;la n ell, N K P Sc e111in e;la ne
12, n O r mal hu m a n;1ac e nta tos su e. M . Hin c Ⅱ dige st of
◎X 174 D N A(m ole c ular m as s m arker)･
Table2. Fr equency of lo ss of IF N-a2, I F N-β, arld IF Nl ge n e S On r e n al c ell
Ca r Cin o m a a nd ga stric ca n c er s a mple s
Ca n c er
Nu mber
Of sa mple s
te sted
Nu mbe r of sa mple s showing n egativ e
P C R forge n efr agm e nts of
I F N- α2 IF Ntβ IF N-r
Re nal c e11c ar cin o m a 63 0 0 0
Ga stric ca n c e r 26 N T
A) 3 0
a) n ot te sted.
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い て , IF N-β 遺伝子 の 増幅 D N A断片が認め られ な か っ た (表
2).
Ⅱ . R T-PCR 法 に よ る各種 ヒ ト癌細胞株 に お け るI R F- 1,
I R F-2 遺伝子発現
IF N-α2 お よびIFNTβ遺伝子 の 増幅 DN A断片 が認め られ な
か っ た K A T O Ⅲと
r
N K P Sを含 む11株の ヒ ト癌細胞株 およ び 成
熟 ヒ ト 胎盤 よ り全 R N Aを 抽出 し, IR F.1.I R F-2 の m R N Aレ
ベ ル に お け る遺伝子発現 を R T-P C R法を 用 い て 検 出 し た (図
4). IR ト1 は細胞株種 に よ っ て 発現 の 程度が異 な っ て お り , 11
株 中4株(H Ep-2, M N N G/H O S, N P C-T Y861お よび SQ-K) に
お い て そ の 発現 が認め られ な か っ た . IR F-2 の 遺伝 子発現も細
胸採種に よ り発現 の 程度 は異な っ て い た が , す べ て の 細胞株に
お い て 発現 が認 め られ , 各 IF N遺伝子 の 異常や I R F-1 の 遺伝
子発現と の 間に 関連性 は見い だ せな か っ た .
また , P C Rで得 られ た各遺伝子 の 増幅 D N A断片の 塩基配列
を ダイ デ オ キ シ 法22)に よ り解析 し, 目的と する mR N Aの 塩基
配列 に 相補的な cD N A を増幅 して い る こ とを 確認 した .
Ⅲ . 外因性IF N処理に よ る培養細胞株 にお け るIR ト1 の 遺
伝子発現 の 誘導
m R N Aレ ベ ル で IR F-1 を 発現 して い な か っ た N P C- T Y 861
M 1 2 34
Fig･5･ Efe ct of IF Ns o nI R ト1mR N Ae xpr e ssio n. Total
R N Aw a sis olated fro m4 c ell lin es(la n esl to 4)tr eated
With IF N-α2a(ilxlO3 u/ml)(B), IF NTT (1×1 03 U/ml) (C),
Or a C O mbin atio n of IF N-α2a (1×103u/ml)a nd IF N-T
(1×103U/ml) (D). A fter r e v er setr ans criptio n, the
CO mPle m e nta ry D N Aw as a mplified u sing I R F-1 prim e rs.
A. not tr e ated. La n el, SQ-K;la n e2, N P C-T Y861; a n e
3, T24;la n e4, HT-1080c el=in e. M , Hin cn dige st of ◎X
174 D N A(m ole c ular m a s s m arker).
T且ble3･ Effe ct of I F N- a 2a o nthe gro wth oEc a n c e r c ells iT7 t)iLr o
およ び SQ-K, 低 レ ベ ル の 発現が 認め られ た HT-1080お よび 高
レ ベ ル の 発現が 認め られ た T 24に つ い て ,IF N-α2a,IFN-T の 単
独処理 , ま た は IF N-a2a とIF N-T を併用 処 理 し , IR F-1 の 遺伝
子発現を R T-P C R法 に よ り解析 した . H T-1 080 お よ び T 24に
お い て ほ ,IF N-α2a, IF N-T い ずれ の 処 理 に よ っ て もI RFLl の 遺
伝子発現が克進 して お り , IF N-α2a とI F N-T を併用 す る こ と に
よ り さ らに 発現量が増加 して い た . 一 方 , N P C-T Y 861お よ び
SQ-K に お い て ほ , い ずれ の 処理 に よ っ て も, I R F-1 遺伝子 の
発現誘導は認め られ なか っ た (図5).
Ⅳ . R T- P C R法に よ る各種 ヒ ト癌細胞株に お け る ‡F R遺伝
子の発現
IR F-1 お よ び IR F-2 の 遺伝子発現を解析 した11株 の ヒ ト 癌細
胞株お よ び成熟 ヒ ト胎盤 に つ い て , R T-P C R法 を 用 い て IFR
の m R N Aレ ベ ル に おけ る遺伝子発現を解析 した (図4). そ の
結 果 , 細 胞 株種 に よ っ て 発 現 の 程度 が異 な っ て い た が ,
N P C-T Y 861 お よび SQ-K に お い て は 発現 ほ全く認 め られ な
か っ た .
V . 外因性 I F Nに よ る試験管内感受性試験
IF Nに よ る発現誘導 を調 べ た ヒ ト 癌細胞株 4株 (H T-1080,
T 24, N P C-T Y 861お よ び S Q-K) に つ い て , M T T法 に よ り
IF Nに 対す る試験管内感受性試験 を施行 した (蓑 3). IF N-α2a
濃度が lxl O3単位/ml以 下の 場合 , い ずれ の 細胞殊 に おい て も
明 らか な感受性 は認め られ な か っ た . IF N-α2a 濃 度が 1×104単
位/ml の 時 , H T-1 080株 で は M T T法 に お け る O D54｡値 が
96.3 土23.1(平均値士標準偏差) で あり , IF N-α2a 非存在下に お
ける値 に 比 し有意 (p<0.0り に 低 く t 増殖抑制率 61.6 %と 感受
性 を有 し て い た . IF N-α2a 濃 度 が 1×1 05 単 位/ml の 時 ,
H T-1080 お よび T 24の 2株が 各々 71.6% , 52.2%の 増殖抑制
率を示 し , 感 受 性を 有 し て い た . す な わ ち , O D5｡｡値 は H T-
1 080で は 70.7±6 .65, T 24で は 11 2 士5. 6で あ り, IF N-α2a 非
存在下 に お け る 値 (各々 250土45.4, 238 ±1 9. ) に 比 し 有意
(p<0.01) に 低値で あ っ た .
考 察
ウイ ル ス 増殖抑制活性を 示 す蛋白質 と し て 発見 され た IF N
は l 現在哺乳煩 に お い て ほ , 抗原性 , 産生細胞 , 産生 様式, 分
子構造 , 酸安定性な どの 違い に よ り, α , β , γ , 山 の 4腫類
に 分類 され て い る . こ れ らは 上記活性 に 加 えて 細胞増殖抑制活
性な ど多様な生物活性を持 つ サ イ ト カ イ ン の ひ と つ と して , 生
体防御機構と恒常性維持 に 重要な役割 を果た して い る23). 臨床
Tu m o r c ell lin e
Co n c e nlr atio n of
I F N･ α 2a in





(m e a n土S D. 0 Ⅰゝ ｡)
CellYiabuity
(m e 8 n士S D. O D～")
N P C-T Y 8 61(6) SQ-K(6)
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70.7 士6.6 5鎗 7 1.6 112 士5 .56傘
96.3 士23.1轟 6 1.8 168 士2 1.6
18 6 ±50.9 2 5.6 165士5 2.8
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5 58 ±6 1.9 - 14.6 379土3 6,2 4.5
6 21 士118 - 26.0 360士11.6 9.3
6 20 ±78.5 - 26.0 385 士3 1.9 3.0
5 94士9 7.3 - 20.7 356 士3 0.8 10.6
4 92士7 3.2 3 95 士47.2
a) Nu mbe r or dishe s.
b) Tum o r c e11s w e rein c ubated at the dilfe re nt c o n c e ntr atio n s o一 IF N- a 2a fo r 72 hrlat 37℃ ･ Then , C ell viability w a s e stim ated by 3-(4,
5-dim ethylthia z oト2･yl)-2. 5-diphe nyltetra zoliu m bro mide(M T T)a s say. in which optic al de n sity at 540n m (O Ds .｡) w a s m e a s u , ed.
C)Inhibitio n ratio (IR) (%)= †l-(O D川 Oftr e ated group)/(O D" Ofc o ntroI ErO up))×10 0.
♯ P < 0.OIv s. c o ntrolgro up byStude nt
l
s トte st.
イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ る発癌抑制機構





, 悪性黒色膣26) な どの 治療 で そ の 有効性が認め ら
れ て い る . 近年の 遺伝子 工学 の 発達 に 伴 っ て , 各種IF N遺伝子
の 塩基配列 が決定 され , 従来 の 天然型 で ほ な く 遺伝子組み換え
型の IF N製剤が開発 され , 臨床応用 され て い る
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.
一 方 , IF N遺伝子 ほ , 癌抑制遺伝 子 と して 種 々 の 細胞の 癌化
に 関与 して い る可 能性が 示 唆され て い る‖ . IF N-α お よ び β の
遺伝子群の 存在す る第 9染色体短 腕 の R F L P解析 で , Ja m e s
ら3)は , 脳腫 瘍34症例中 6例, ま た Gr a nde rら4)ほ , 急性 リ ン パ
性白血 病37例中 6例に , 染色体の 完全欠失 また ほ ヘ テ ロ 接合性
の 欠失 が認め られ た と報告 し て い る . 腎細 胞癌 に お い て も ,
0 ～ 13%と低頻度 で は あるが 第 9染色体短腕 に 対立 遺伝 子 の 失
欠が認 め られ て い る
28)2g)
. しか し 0lopade ら
5)ほ , 肺癌由来細胞
株を 用 い た研究 で . IF Nの 遺伝子群の セ ン ト ロ メ ア 寄 り , 4 メ
ガ塩基以内に 存在す るメ チ ル チ オ ア デ ノ シ ン ーホ ス ホ リ ラ ー ゼ
(m ethylthio ade n osin epho sphorylas e, M T A P )に 着 目 し , IF N
遺伝子そ の もの で ほ なく , そ の 近傍 に 癌抑制遺伝子が存在する
可 能性を報告 して い る . こ の よ う に , IF N遺伝子の 癌抑制遺伝
子と して の 機能 は未だ 明 らか に な っ て い る とは い え な い . 本研
究では , ヒ ト癌 培養細胞 な らび に 臨床腎細胞癌組織 に お け る
IF N遺伝子 の 異常の 有無を P C R法を 用い て 調べ , IF N遺伝子
の 癌抑制遺伝子 と して の 意義に つ い て 検討 した ,
P C R法 に よ る IF Nの 対 立 遺伝子異常 の 解析 はす で に
Ne uba ue rら
3O)に よ っ て 行わ れ て い る . 今回行 っ た P C Rの 反 応
条件は , 彼 らの 方法を もと に , 対立 遺伝子異常 の 解析が でき る
条件下で 行 っ た . しか し, 2株の 癌細胞株に お い て IF N-α2 お
よ び IF N-βの 完全欠失が認め られ た 以外は , 明 らか な 異常 ほ認
め られ な か っ た .
癌抑制遺伝子 の 遺伝子産物 に ほ , R b蛋白や p53 蛋白の よ う
に 細胞周 期に 関与す るもの と , 腫瘍増殖因子-βl や イン タ ー ロ
イ キ ン 6ー の 様 に 細胞増殖を 抑制す る働きをも つ も の と が あ
る31). IF Nの 場合 , 癌化過程 に あ る 細胞自身 の 産生す る IFN
が , 直接効果と して 増殖を 自己抑制する と共に , 免疫系 の 活性
化を惹起す る こ と に よ り , さ らな る 悪性転換を阻止 して い るも
の と予 想 され る . す なわ ち , 癌抑制遺伝 子 と して の 機能面に お
い て , IF N はR b遺伝子ある い ほ p53遺伝子 な どと ほ 異 な っ て
お り , 対 立遺伝子 の 異常 が直接癌化に 関与す る可 能性ほ低 い と
考え られ る . 従 っ て , IF N-α2,IF N-β の バ ン ドの 完全欠失 が
め られ た K A T O ⅡⅠ や N K P Sに お い て ほ , IF Nに よ る 自己増
殖抑制作用 の 欠如が , 発癌機構 に 関与 して い る 可能性がある と
考え られ た . 一 方 , 完全 欠失の 認め られ な か っ た そ の 他の 癌細
胞株や臨床腎細胞癌に お い て ほ , 少 な くと も IF N遺伝子 そ の
も の の 遺伝子産物 に 異常ほ な い も の と考 え られ , IF N遺伝子 が
癌抑制遺伝 子 と して 発癌機構に 関与 して い る可 能性は 低 い と 考
え られ た .
IF Nほ 通常, 細胞か ら常 に 産生 され て い る の で は なく, 外界
か ら の 刺激 , 例え ば ウイ ル ス 感染や種 々 の サ イ ト カイ ン に よ っ
て 一 過性 に 発現誘導され る
32)
. IR F は, IF N-α,IF N-β お よ び多
く の IF N誘導遺伝子 の 転写開始点 よ り約1 00塩基対上 流 の
D N A配列(プ ロ モ ー タ ー ) に 特異的に 結合 し , こ れ らの 遺伝子
の 発現調節 を行 っ て い る33) . 谷 口 ら34)は 2種類 の IR F を同定
し , そ れ ぞれ IR F-1,IR F-2 と名付けた . 両 者は互 い に 桔抗 して
上 述 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し , I R ト1 は転写活性化因子 ,
IR ト2 ほ転写抑制国子と して , IF N遺伝子 の 発現調節に お い て
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相反する役割 を担 っ て い る こ と が 明 らか に な っ て い る35). また ▲
IR F遺伝子自身の 発現は , ウイ ル ス 感染に よ っ て 誘導され , さ
らに IF N処理 に よ っ て も誘導 され る36) . IR ト1蛋白の 半減期が
わ ずか30分樫で 不 安定で ある の に 対 し, IR ト2 は 8時間と非常
に 安定な蛋白 であ るa
2)
. すな わ ち , 定 常 状態 で ほ 相対的 に
IR F-2 が 優位 に な っ て い るが , ウイ ル ス 感染や IF N処理 に よ り
一 過性に IR F-1 が優位に な り , 急激 な IF Nの 産生克進を引き
起 こ すと い う ∴細胞増殖制御機構が存在す ると さ れ て い る3 2) .
IR ト1 ほ, ヒ = におい て ほ第5 染色体長腕に 位置 し て お り3 T),
興味深い こ と に , こ の I RF-1 が痛抑制遺伝子 と して機能 して い
る こ とを 示 す報告もみ られ る7) . 本研究に お い て は , 検 討 し た
癌細胞株1 1株 の う ち , H Ep-2, HT-1080, N P C T Y 861 お よ び
SQ-E に お い て IR F-1 の 遺伝子発現が認め られ な か っ た .
m R N Aレ ベ ル で I R F-1 を発現 して い な か っ た N P C-T Y 861
お よ び S Q-K, 低 レ ベ ル の 発現が 認め られ た H T-1080 お よ び高
レ ベ ル の 発現が 認め られ た T 24に つ い て , IR F-1 の 遺伝子発現
が IF Nに よ っ て誘導 され るか どう か を検討 した . そ の 結果 ,
H T-1080 お よび T 24 で は明 らか な発現量の 増加が認め られ た
が , N P C-T Y 861 お よび SQ-K で は 全く発現 して い なか っ た .
IF Nに よ りI R F-1 の 遺伝子発現が誘導され た H T-1080 およ び
T 24に おい て は い ずれ も, IF N-α2a に 対して 感受性を示 した こ
とか ら も, IR ト1の 発現誘導を介する細胞増殖制御機構が維持
さ れ て い る こ と が 推察 さ れ た . 一 方 , N P CrT Y 861 お よ び
SQ-K で は/IR F-1 の 遺伝子発現が誘導 され な い こ と に 加え ,
IF N-α2a に 対 して 感受性を示 さな か っ た こ と から , こ の よ う な
制御機構が 正 常に 作動 して い な い と考 え られ た .
IF N が細胞増殖抑制活性 , 免疫調節作用 な どの 生理 活性を発
揮するた めに ほ 1 細胞表面 に 存在す る受容体 との 結合が 必須 と
考 え ら れ て い る8). IF N-α お よ び IF N-β は そ れ ぞれ 共 通 の




ヒ ト癌細胞株に お ける mR N Aレ ベ ル で の 発現 を
P T-P C R法に よ り検討 した と こ ろ , N P C-T Y 861 と SQ-K の 2
株に お い て は , IF Rの 遺伝子 発現は全 く 認め られ なか っ た . 以
上 の 結果よ り , IF N が IR Fの 発現を誘導し , また IF N が細胞
増殖抑制作用 を発揮す るた め に ほ , そ の 前段階と して , IF Nと
IF R との 結合 , およ び それ に 続 く様 々 な シ グナ ル 伝達放構が関
与 して い ると考 え られ た .
IF Nの 遺伝子 の 発癌抑制機構に お い て ほ , IF N遺伝子そ の も
の の 異常と と もに , 受容体を 介 した IRF ｣の 発現誘導が重要 で
あ り, その 機構解 明の た め に ほ , IF N,IR Fお よ び IF Rの 遺伝
子 発現を総合的に 解析 し, そ れ らの 機能発現の 意義に つ い て さ
らに 検討を加 え る必 要が あろ う . ま た , IF N が治療薬と して 癌
細胞に 直接的な抗腫瘍効果 を発揮す る際に ほ , IF R が機能する
こ と が 必 要とな る . R T-P C R法に よ る遺伝子発現 の 解析 ほ , 少
量の 臨床検体に も適用 可 能で あり , 今後｣F Nに よ る癌治療 に
お い て 予 め感受性を予 測する う えで , IF Rの 遺伝 子発現は 有用
な指標に な る と考え る .
結 論
ヒ ト癌樹立培養細胞株 , 臨床的 に 得 られ た 腎細胞癌およ び 胃
癌組織 に お ける･ , IF N遺伝子の 欠失 の 有無 , な ら び に IR F-1,
I RF-2 IF Rの m R N Aレ ベ ル での 遺伝子発現を解析 し. 癌抑制
遺伝子と して の 意義に つ い て 検討 し, 次 の 結果を得た .
1 . ヒ ト癌細胞株に おける P C R法を用 い た IF N遺伝子の 欠
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失 の 有無 に 関す る検討 で , K A T O Ⅲと N K P Sに お い て ,
IF N-a2 およ び IF N一β の 増幅 D N A が認め られず , そ れ ら遺伝
子 の 完全欠失が 示 酸 され た . すなわ ち , IF Nに よ る自己増殖抑
制作用 の 欠如が , 発癌鶴橋 に 関与 して い る 可 能性 が考 え ら れ
た .
2 . R T-P C R法を用 い た検討で , IF Nの 転写活性化因子であ
るI R F-1 は, 調 べ た11株中4株 に お い て そ の 遺伝子発現が認め
られ ず, IR F-1 が癌抑制遺伝子と して幾能 して い る可 能性が 示
竣 され た .
3 . H T-1080 お よ び T24に お い て は , IF N処 理 に よ り
IR F-1 の 遺伝子発現が誘導された . ま た M T T法に よ る試験管
内感受性試験 に お い て IF N に対 して 感受性を 示 した .
4 . 一 方 , N P C⊥T Y 861 お よ び SQ-K に お い て は , 同様の 処
理 に よ っ て IR F-1 の 発現誘導 が認め られず , IFR の m R NA レ
ベ ル で の 発現も全く認め られ なか っ た . さ らに M T T法 に お い
て も IF N- α2a に 対 して 低感受性 で あ っ た .
以上 の 結果か ら , IF Nの 発癌抑制 に は IR F-1 の 発現誘導が重
要 で あり , そ の 前段階と して , IF N とIF R との 結 合, お よ びそ
れ に 続く様 々 な シ グナ ル 伝達機構 が関与 して い る と 考 え られ
た .
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Abstract
The prese nce/absen ce ofinterfer on(IFN)gen edeletioninh un an C an Cer C ultured celllin es, the clinicalren alcelland
gas打ic carcin o m adss ues w asin vestlgated, a nd the slgni丘c an CeOfthis gen e as a t umOr SuppreSS erge ne W aSdisc ussed.
A ddi o nal1y･in thehu m anCanCerCulturedc ell linesthe e xpressionat the mR N Alev elofinterfero n regulatoryfactor(IRF)
andrec eptors specific forinterfer on(interfero n rec eptor, IF R) w ere a n alyzed, a ndthe c arcin ogen e si s uppressive
m echamis msin voIvingIF Nw as studied･ T hepolym erase chain re a c tio n uslngpn m erS SpeCificfor each oftheIF N- a 2,I F N-
P and IFN- γ gen eS WaSperfor m edin30hu m an C an C er Cult甘 edc el11in es, 63 clinic alrenalc e11c arcin o m a也ssu es, and 26
gas廿ic c arcin o m atissu es･ W ith the exc eptlO n Ofthe2gastric c ar Cino m a cell l ines, K A TO Ⅲand N K PS, e a Ch IF Ngen ew as
detected in allof the c ell lines andclinicalcarcin o m atissu es･ In KATO Ⅲand N K PS, amPlifiedD N A負
･
agmentS OfIF N- α 2
a nd 『N - β w ere n otf und, S uggeSting deletions of thesegen es. In addit on, the expre s sion of IR F-1, and IR F-2 m RNAin
llh um an C an C er Culturedce111inesincluding KATO Ⅲ andN K PS w as a n alyzed using therev ersetr an SCriptase-pOlym erase
Chain re action･ Thele velofm R N Aexpressio nvariedin theindividualcell lines, While no expres sion of theI R F-1ge ne w as
fo und in 4 0f the l lcelllin es･ On the otherhand, eXPreSSion of 血e R FL2gen ewas n oted in al of the c ell lines. T he
induction of theI R F-1genebyIF Nw as studiedin N PC-T Y861 andSQ- K no t expre ssingIR F- 1, and H T-1 080 and T2 4with
lo w and highlev ele xpressio n respectively･ By treatm en t withI FN- a 2a orI FN- γ alon e orin c o mbin atio n, I R F-1
e xpressio n wasindu ced ins o m e celllin esbutn ot in0thers･ In thefb rm er, inadditio n tothe 丘nding ofexpression ofIFR
mR N A,in vitro s ensitivity tests w ereperfbr m ed using3-(4, 5-dim ethylth iazoト2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromi de, M T r
ass ay, there s ults ofwhichsho w edse nsitivity toIF N･ In c ontr a st,in thelatter, there w as n o expression of 『R, and onlylo w
S enSitivitytoIF Nw asfo und･ Tbes e res ult suggestthat theinducdonofI R F-1 e xpressionisimportantin theinhibitionof
C an Cer C ellprolifbra tionbyIF N･ and thatthe bind ing of IF NtoIF Rat an ear1ier stage and s ubsequentsignaltrans mittlng
m echanis m s areinvoIv ed.
